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論 文 内 容 要 旨
反す う動物の消化生理 には第一胃内に生息す る様 々の細菌および単細胞動物の機能が深 く関
与しており、繊維質や非 タンパ ク態窒素などの利用が可能である反面、単 胃動物では見 られな
い飼料成分の損失や消化機能障害の危険性 がある。 これら多様な微生物の機能や生態を明らか
にし、これに働 きかけて第一胃内の発酵 を制御 することによって 飼料の利用性,反 す う動物の
生産性 を向上 させることは、飼養技術の開発の上から重要 な課題である。
Entodinium属 繊毛虫 は第一胃内 で最多数 を占める原生動物であるが、デ ジプン質に富む飼
料 を給与 した反す う動物の第一胃内には高密度で存在 し、その虫体内には多数のデ ンプン粒が




本研究は、Entodinium属 繊 毛虫のデンプン粒取 り込みと分解様相,糖 代謝関連酵素の検索
および酵素化学的性質の調査,第 一胃内細菌や第一胃内発酵様相 との関連 を明らかにして、第
一胃内消化 に対するEntodinlum属 繊毛虫の多糖類代謝の意義について論究 した。
1.繊 毛虫 の デ ンプ ン粒 の取 り込 み と分 解 につ い て
InvitroでEntodinlum属 繊 毛 虫 の コ メ デ ンプ ン粒 の 取 り込 み と 分 解 過 程 の 観 察 と測 定 を行
な っ た。Entodinium属 繊 毛 虫 の デ ンプ ン粒 取 り込 み は極 め て速 く、デ ンプ ン粒 添 加15分 後 に は
繊 毛 虫10万 個 体 当 た り4.5mgが 取 り込 ま れ た 。 体 内 デ ンプ ン粒 は培 養 時 間 の 経 過 に 従 っ て その
数 が減 少 し、細 胞 外 質 に ル ゴ ー ル液 で 赤 褐 色 に染 色 され る微 細 な 多糖 類 が 蓄 積 され 、 そ れ は 虫
体 内 に取 り込 ま れ た デ ンプ ン粒 が ほ ぼ 消 失 し た こ ろ か ら減 少 した(Fig.1)。 こ の 多 糖 類 は 、 走
査 電 顕 像 で0.5×0.6μmの 楕 円 球 状 を呈 して お り、 グ ル コ ー ス が α1→4結 合 して連 な り、 さ ら
にα1→6結 合 で分 岐 した構 造 で 平 均 鎖 長 が23～25の ア ミロペ クチ ン様 物 質 で あ る こ と が 明 ら
か と な り、繊 毛 虫 独 自 の貯 蔵 多 糖 類 で あ る と考 え られ た。
め ん羊 の 第 一 胃 フ ィス テ ル か ら各 種 の デ ン プ ン を投 与 し、 ま た 、 濃 厚 飼 料 の 給 与 量 を変 えて 、
Invivoに お け るEntodinium属 繊 毛 虫 の デ ン プ ンの 取 り込 み と分 解 の 推 移 を検 討 した 。 そ の結
果 、Entodinlum属 繊 毛 虫 の 体 内 へ の デ ンプ ン粒 の 取 り込 み と分 解 速 度 は 、 デ ンプ ン粒 の 大 き さ,
形状 お よ び量 に よ っ て 異 な り、 小 さ くて 粒 状 の コ メ デ ン プ ン粒 は 極 め て 短 時 間'に体 内 に取 り
込 ま れ て 比較 的 速 く消 失 した 。 ま た、 デ ン プ ン質 飼 料 を給 与 す る と第 一 胃 内 のEntodiniu叩 属
繊 毛 虫 数 が著 し く増 加 し、 第 一 胃 液 中 に含 ま れ る繊 毛 虫 体 内 多 糖 類 量 が 多 くな り、 ガ ー ゼ ろ過
液1認 当 た り275mg以 上 に な る と試 算 さ れ た 。 ま た 、Entodinium属 繊 毛 虫 は取 り込 ん だ デ ンプ
ンの マ 部 を独 自 の貯 蔵 多 糖 類 に転 換 し、 比 較 的 緩 和 な デ ンプ ン分 解 を して い る もの と考 え られ
た 。
こ れ らの 結 果 か ら、Entodinium属 繊 毛 虫 は 第 一 胃内 に お け る多糖 類 の 代 謝 に お い て重 要 な
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役割 を果たしているものと考えられた。
2.Entodinium属 繊 毛 虫 の糖 代 謝 関連 酵 素 の検 索 とそれ らの酵 素化
学 的性 質
第一 胃内 繊 毛 虫 の 糖 代 謝 関連 酵 素 につ い て の 知 見 は極 め て 少 な い 。Entodinium属 繊 毛 虫 の
無 細 胞 液 か ら、Phosphorylase,Glycogensynthase,Hexokinase,Phosphoglucolnutase,
Glucosephosphateisomerase,Hexosediph6sphatase,Pyruvatekinase活 性 が 存 在 す る こ
と を確 認 した(Fig.2)。 主 要 な酵 素 につ い て 酵 素 化 学 的 性 質 を調査 した結 果 、 次 の よ うな数 々
の 新 知 見 が 得 られ た 。Glycogensynthaseに はGlucose-6-phosphate依 存 型 と非 依 在 型 の 二
つ の タ イ プ が 存 在 し、後 者 の活 性 割 合 は体 内 多糖 類 量 と、高 い負 の相 関 が認 め られ た 。Pyruvate
kinaseはDEAE-celluloseカ ラム クロマ トグ ラ フ ィー で 三 つ の 活性 ピ ー ク に分 け られ 、 酵 素 化
学 的 性 質 か ら少 な くと も二 つ以 上 の アイ ソザ イ ム が 存 在 す る もの と考 え られ た 。 この 内 の 一 っ
の 画 分 の 活 性 はAMPお よびFluctose1,6-bisphospha斡(FDP)で 活 性 化 され 、ATPで 阻
害 さ れ た 。 ま た 、Adenylateenergychargeが 低 い時 に 高 活 性 を示 し、A4enylateenergy
chargeが 高 くな る に従 い活 性 が著 し く低 下 す る こ と か ら、 繊 毛 虫 の糖 代 謝 調 節 酵 素 の 一 っ で
あ る こ と を考 察 した(Fig.3)。 ま た、Phosphorylase,Glycogensynthase,Glucosephos・
phateisomeraseお よびPyruvatekinaseの 活 性 は そ れ ぞ れ体 内 多 糖 類 量 と高 い相 関 が存 在
した 。 さ らに 、 高 等 動 物 の糖 代 謝 調 節 に重 要 な 役 割 を果 た して い るCyclicAMPと その合 成 酵
素(Adenylcyclase)と 分 解 酵 素(3':5℃yclic-nucreotidenucreotidohydrolase)活 性 が
存 在 す る こ と を確 認 した 。 ま た 、分 岐 鎖 ア ミノ酸 の ア ミノ基 を転 移 して糖 質 お よ び 分 枝 鎖 脂 肪
酸 合 成 経 路 へ の反応 を司 どるBranchedchaiuaminoacidaminotransferaseの 性 質 を明 らか
に し、 そ の意 義 に っ い て 考 察 した。
こ れ らの こ と か ら、 単細 胞 動 物 で あ るEntodinium属 繊 毛 虫 の糖 代 謝 は 高 等 動 物 と同様 に複
雑 で 高 度 な調 節 機 構 が 存 在 す る もの と推 測 さ れ た 。
3.Entodinium属 繊 毛 虫 とデ ンプ ン利 用菌 お よび第 一 胃内発 酵様相
との関係
粗飼料主体の飼料から濃1厚飼料の割合を段階的 に増給 させた時のめん羊のEntodinium属 繊
毛虫 とpH,揮 発性脂肪酸(VFA)濃 度,ア ンモニア態窒素濃度,乳 酸濃摩,細 菌数および飼料
摂取状態 との関係 を調査 した。第一胃内Entodinium属 繊 毛虫は濃厚飼料割合が増加すると増
加 したが、同一飼料 を給与 している期間で も密度は変化 して経 日周期が存在する傾向にあった。
飼料給与3時 間後あ第一胃液から多くの場合 に高濃度の乳酸は検出 されなかったが、乳酸 が高
濃度 で検出されたのはEntodlnium属 繊毛虫の密度が減少方向に傾いている時であり、高濃度の
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乳 酸 が蓄 積 して第 一 胃液pHが5,0以 下 と な る と繊 毛 虫 が存 在 しな く な り、細 菌,特 に グ ラ ム 染
色性 陽性 の細 菌 が著 し く増 加 した。 ま た 、 総VFA濃 度 の 低 下,酢 酸:プ ロ ピ オ ン酸(A/P)
比 の 上 昇,ア ンモ ニ ア態 窒 素濃 度 の 著 しい低 下 が 見 られ た 。 この 様 な状 態 に 陥 っ た め ん 羊 は 、
採 食 時 間 を延 ば した り採 食 拒 絶 を す る こ と に よ っ て 第 一 冒 内 環 境 を回 復 させ るガ 、 規 定 量 の 飼
料 を摂取 す る よ うに な る と再 び 同 様 の状 態 に陥 っ た(Fig・4)。 乳 酸 が 高 濃 度 に蓄 樟 しな か.った
め ん羊 の 第 」 胃内 にはEntodinium属 繊 毛 虫 が 高 密 度 で 存 在 して お り、pHの 経 日的 変 動 が小 さ
く、細 菌 数 の著 しい変 化 は 見 られ な か つ だ(Fig,5)。
濃 厚飼 料 割 合60%の 飼 料 を給 与 した め ん羊 で は 、 明 瞭 なEntodinium属 糸戯毛 虫 密 度 の 経 日的
周期 が観 察 され 、 密 度 の 高 』い時 に は デ ンプ ン利 用 菌 数 が 少 な く(Fig.6)、 両 者 の 間 には 高 い 負
の相 関 が認 め られ た(Fig.7)。 「・
粗 飼 料 主体 の 飼 料 か ら'濃厚 飼 料 の割 合 を1日 当 だ り5%ず つ 漸 増 させ て め ん 羊 に給 与 す る と、
Ent6dini:um属 繊 毛 虫,デ ンプ ン利 用 菌 お よ び 乳 酸 利 用 菌 が増 加 した 』Entodinium属 繊 毛 虫 密
度 は 、 濃 厚飼 料 割 合 が80%の 飼 料 を給 与 した と き に最 高 と な っ た 。 セ ル ロ ー ス 利 用 菌 は 濃 厚 飼
料 割 合 が?0%以 上 に な る と直 線 的 に 減 少 した 。濃 厚 飼 料 の 給 与 割 合 が85%以 上 とな って 第 一 胃
液pHが5.7以 下 に な る と、Ent・dinium属 繊 毛 虫 は 著 し く減 少 し、逆 に デ ン プ ン利 用 菌 と乳 酸 利
用 菌 が著 し く増 加.した(Fig.8)61
デ ンプ ン利 用 菌 が デ ンプ ン粒 に 付 着 し、Entodinium属 繊 毛 虫 が それ を摂 取 す る こ と を明 ら か
に し、Entodinium属 繊 毛 虫 に よ るデ ンプ ン取 り込 み は 、デ ンプ ン利 用 菌 を特 異 的 に取 り込 ん で
そ の増 加 を抑 制 す る.一つ の 要 因 で あ る と考 え られ た 。
こ れ らの結 果 よ り＼ 第 一 胃 内 に お け るデ ンプ ン利 用 に関 してEntodinium属 繊 毛 虫 と デ ン プ
ン利 用 菌 とが競 合 関 係 に あ り、通 常 はEntodinium属 繊 毛 虫 が優 先 的 に 多 くの デ ンプ ンを 利 用 し
で増 殖 して い る もの と考 え ち れ た 。 第 一 胃 液 の急 激 なpHの 低 下 は 乳 酸 の 蓄 積 によ る もの で あ り、
反 す う動 物 の 正 常 な第 一一胃 内 消 化 の た め に はpHが5,0以 下 に な ら な い こ と が重 要 で あ る こ と が
明 らか と な っ た。Entod竃nium属 繊 毛 虫 の 多糖 類 代 謝 機 能 は 、特 に高 濃 厚 飼 料 食 餌 に対 す る適 応
過 程 で乳 酸 利 用菌 に よ る乳 酸 分 解 機 能 が 十 分 確 立 され て い な い 段 階 に お い て デ ンプ ン利 用菌 数
の著 しい増 加 を抑 制 す る こ と に よ り、急 激 か っ 多量 の 乳 酸 生 成 を回避 して 第 一 胃 内pHの 恒 常
性 維 持 に貢 献 して い る もの と推 論 した 。1
以 上 、本 研 究 は 、Entodlnium属 繊 毛 虫 の デ ンプ ン消 化 過 程,多 糖 類 代 謝 関 連 酵 素 の 諸 性 質 お
よ び デ「ンプ ン利 用 菌 との 関 係 に つ い て 多 「くの 新 知 見 を提 供 し、 第 一 胃 内 に お け るEntodinium
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審 査 結 果 の 要 旨
反す う家畜の栄養生理の特徴は,そ の第一胃内に生息する微生物の栄養共生関係に負 うところ
が大きい。飼料炭水化物の第一胃内消化に関 しても,こ れまで単離細菌および混合細菌の糖代謝
能の面から詳細に研究されてきた。 しか し,こ の点に関する胃内プロトゾアの役割にっいては,
あまり研究されていない。本研究は,胃 内プロ トゾアの主要構成員であるEntodinium属 繊毛虫
のデンプン消化における働 きを,そ の糖代謝能と微生物生態の面から解明したものである。
'まず
,め ん羊の第一胃からEntodiniumsimplexとE,caudatumを 主構成員 とする小型繊毛虫を
分離 し,こ れを試験管内で培養する実験により,繊 毛虫が小型のデンフ.ン粒を大量に摂食し,こ
れを末端鎖長平均24の ア ミロペクチン様多糖 として蓄積後,徐 々に消費することを示 した。 この
結果は,め ん羊第一 胃内にデ ンプンを投入した実験によっても確かめられ,デ ンプンの"ル ーメ
ンバイパズ'に 対する繊毛虫の貢献が示された。
つぎに,飼 料の組成と給与条件を変えて,め ん羊第一胃内発酵 と微生物相の推移を精査 した。
その結果,デ ンプソ質飼料の給与割合の増加にともない,繊 毛虫 ・細菌は増加し,乳 酸が蓄積し
始めると繊毛虫 とアンモニア濃度が急減するが,細 菌はなお増加 し続けること,ま た,繊 毛虫数
とデンプン利用菌数の間に高い負の相関が存在 し,こ れが繊毛虫のデンプン粒摂食によりよく説
明できることが判明した。
また,Entodinium属 繊毛虫の糖代謝能に関 して酵素化学的検討を加え,こ の単細胞動物が高等
動物 と同様に,デ ンプン分解系,グ リコーゲン合成系,解 糖系の諸酵素を含み,複 雑な糖代謝調
節機構をもつことを示 した。
このように,本 論文は第一胃内炭水化物代謝における繊毛虫の役割について,多 くの新知見を
加え,反 す う家畜栄養におけるその意義を明らかにしたものである。よって,著 者は農学博士の
学位を授与するに値すると判断した。
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